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LISTA DE ABREVIATURAS 

 
S. typhimurium Salmonella enterica serovar Typhimurium 

210   S. typhimurium tipo silvestre. 

430  S. typhimurium que expresa PhoP constitutiva y PmrA 

deficiente (PhoPc y PmrA-) lo cual induce la adición de ácido 

palmítico al lípido A.  

435  S. typhimurium que expresa LPS PmrA constitutiva (PmrAc) 

presenta la adición de amino arabinosa en el lípido A. 

Ac   Anticuerpo 

Ag   Antígeno 

BCR   Receptor del Linfocito B 

CAMPS  Péptidos Catiónicos Antimicrobianos 

DC   Células Dendríticas 

ELISA   Ensayo Inmunoenzimático en fase sólida 

HCl   Ácido clorhídrico 

HEV   Vénulas del Endotelio alto 

H2SO4   Ácido sulfúrico 

H2O2   Peróxido de Hidrógeno 

IFN-γ   Interferón gamma 

Ig   Inmunoglobulina  

iNOS   Oxido Nítrico Sintasa inducible 

IL   Interleucina 

i.p.   Intraperitoneal 

KDO   Ácido 3-desoxi-2-octulosóico 

LAM   Lipoarabinomanana 

LB   Luria Bertani 

LPS   Lipopolisacárido  

LT   Ácidos Lipoteicóicos 
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NF-κB  Factor Nuclear kappa de cadena ligera de Linfocitos B 

activados 

OPD   Orto-fenilendiamina 

PAMP   Patrón Molecular Asociado a Patógenos 

PBS   Solución Amortiguadora de Fosfatos 

PG   Péptido Glicano 

pH   Potencial de H+ 

PRRs   Receptores de Reconocimiento de Patrón 

RPM   Revoluciones por minuto 

SAC   Solución Amortiguadora de Carbonatos 

SAC   Solución Amortiguadora de Citratos 

SHM   Hipermutación Somática 

SSI             Solución Salina Isotónica 

TCR   Receptor de Linfocitos T 

TLRs   Receptores similares a Toll 

TNFα   Factor de Necrosis Tumoral α 

TTSS   Sistema de secreción tipo III 

UFC   Unidad Formadora de Colonia 

WT   Tipo Silvestre 
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RESUMEN 
 

Salmonella typhimurium cuenta con los sistemas PhoP-PhoQ (PhoP/Q) y PmrA-

PmrB (PmrA/B) que en medios hostiles, le permiten a la bacteria llevar a cabo  

modificaciones estructurales al lípido A de su lipopolisacárido (LPS) que le ayudan 

a defenderse de la respuesta del hospedero. Previamente se ha reportado que 

éstas diferencias estructurales en los LPS disminuyen la activación de la 

respuesta inmune innata y que promueven una disminución en los títulos de 

anticuerpos y la capacidad opsonofagocítica de éstos frente a la bacteria. Sin 

embargo, no se conocen las características de aspectos moleculares importantes 

de esta respuesta como lo es la avidez de estos anticuerpos a  su antígeno 

específico. En este trabajo se reporta que las cepas de S.typhimurium que 

expresan LPS con cambios estructurales disminuyen la avidez de los anticuerpos 

inducidos contra la bacteria comparado con lo que produce la cepa silvestre, así 

como la generación de protección frente a la infección con una cepa atenuada de 

S. typhimurium. Los resultados indican que los LPS S. typhimurium que presentan 

cambios estructurales forman parte de mecanismos importantes de evasión del 

sistema inmune, disminuyendo la respuesta de anticuerpos inducidos, en 

específico a la avidez e induciendo una menor generación de protección, lo cual 

favorecerá su supervivencia. 
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MARCO TEORICO 
 
Salmonella enterica serovar Typhimurium 
 

El género Salmonella  enterica serovar Typhimurium pertenece a  la familia 

Enterobacteriacea, causante de una enfermedad parecida a la fiebre tifoidea en 

el ratón [1] y desencadena una serie de reacciones que al final conducen a 

cuadros de diarrea en el humano. [2] Es un bacilo no esporulado, Gram-

negativo, móvil, con flagelos perítricos mide dos a tres micras, anaerobio 

facultativo, intracelular, fermenta la glucosa con producción de ácido y gas, es 

lactosa y sacarosa negativos además de producir ácido sulfhídrico, presenta 

moléculas en su mebrana de importancia biológica como el LPS (Romero 

Cabello, R. Microbiología y Parasitología Humana, pp. 298-305. Editorial médica 

Panamericana. México, 1999) [3]  

 

El LPS es molécula compleja anfipática que presenta una arquitectura común 

que comprende tres regiones: lípido A, core y antígeno O. El lípido A, es la 

región con importancia biológica relacionada con infecciones por bacterias 

Gram negativas, como el shock endotóxico. 

 

S. typhimurium Y RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO 
 
Generalmente S. typhimurium entra al organismo por ingesta de agua 

alimentos y contaminados con la bacteria. Ésta tiene que resistir los pH ácidos 

del estómago, mediante mecanismos de evasión, antes de ingresar al epitelio 

intestinal. 

 
El epitelio intestinal es la primera barrera, el cual invade y atraviesa a nivel de 

íleon y colon por varias vías.  Utiliza vellosidades o células M en las placas de 

Peyer como puerta de entrada, también  puede ser captada en el lumen del 

intestino por células dendríticas  y  puede inducir fagocitosis en enterocitos [4] 

 

El contacto entre S. typhimurium y las células fagocíticas provoca la 

internalización de la bacteria a través de macropinocitosis. Las células 
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fagocíticas activan mecanismos para poder eliminar a la bacteria mediante una 

fase inicial dependiente del sistema NADPH oxidasa, seguida de una fase 

nitrosativa, usa productos tóxicos del estallido respiratorio, enzimas 

bacteriolíticas tales como la lisozima y la fosfolipasa A2; los componentes 

terminales del sistema del complemento y péptidos antimicrobianos que alteran 

la membrana de la bacteria. [5] Los péptidos catiónicos antimicrobianos 

(CAMPS) son un grupo abundante  y diverso de moléculas que son producidas 

por diferentes tejidos y tipos celulares. Su composición de aminoácidos, 

anfipaticidad, carga catiónica y tamaño permiten a éstos insertarse en 

membranas para formar poros. [6] S.typhimurium en respuesta produce 

enzimas antioxidantes, sistemas de reparación, etc. Por lo que logra sobrevivir 

dentro del fagosoma e incluso multiplicarse dentro de él. 

 

Por otra parte el sistema inmune innato consta de Receptores de 

Reconocimiento de Patrones (PRRs) que reconocen Patrones Moleculares 

Asociados a Patógenos (PAMPs), los cuales son altamente conservados y 

algunos son esenciales para la supervivencia de microorganismos. [7]  

 

Los PRRs intracelulares tienen la finalidad de reconocer patógenos 

intracelulares, como S. typhimurium. Los solubles tienen como función activar 

al complemento, opsonizar células para facilitar la fagocitosis y en algunos 

casos funcionan como proteínas accesorias para el reconocimiento de PAMPs 

por receptores transmembranales, este tipo de receptores son de gran 

importancia para el reconocimiento y destrucción de S.typhimurium. 

 

 PRRs de importancia para el reconocimiento de S. typhimurium son los 

receptores tipo Toll (TLRs), que tienen la capacidad  de iniciar respuestas 

inflamatorias así como de participar dentro de la respuesta inmune adaptativa. 

Son expresados en varias macrófagos, células dendríticas, linfocitos B, 

linfocitos T, y en algunas células como fibroblastos y células epiteliales.  

 

El reconocimiento del LPS  ocurre a través de un complejo receptor TLR4-

MD2-CD14, [8] iniciando una cascada de señalización que permite la activación 

de factores de transcripción como las MAP cinasas (ERK, JNK y p38) y otros 
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factores de transcripción tales como NF-κB y AP-1, los cuales inducen la 

producción de citocinas pro inflamatorias y anti inflamatorias [9] que controlan 

la respuesta inmune innata y pueden dirigir el desarrollo de  inmunidad 

adaptativa antígeno específica. [10] 

 

Una vez que las células reconocen a S. typhimurium a través de sus PRRs, 

ocurren varios eventos como son: Fagocitosis y posterior presentación de 

antígeno, además  de la maduración de la célula, la cual consiste entre otras 

cosas en un aumento en la expresión de moléculas coestimuladoras como 

CD80, CD86, CD40, moléculas de MHC para la presentación del antígeno, 

pérdida de su capacidad fagocítica y secreción de citocinas, todo esto para 

poder tener una eficiente activación de linfocitos T. El proceso de maduración 

además incluye un cambio en la expresión de receptores para quimiocinas [11] 

y moléculas de adhesión [12] permitiendo de esta manera que la DC pueda 

viajar del sitio de infección  al órgano linfoide secundario más cercano, sitio 

donde se lleva a cabo la presentación de antígeno a linfocitos T. 

 

Evidencia acumulada indica que la activación del sistema inmune innato es 

prerrequisito para la inducción de la inmunidad adaptativa, particularmente en 

la inducción de la respuesta de linfocitos T cooperadores 1 (Th1). Una 

respuesta funcional de linfocitos Th1 es crucial para la supervivencia a una 

infección con S. typhimurium en ratones. [13] Los  Th1 se caracterizan por 

secretar interferón gamma (IFN-γ) . 

 

Los linfocitos T CD8+ están encargados de destruir a las células infectadas por 

parásitos intracelulares, como S.typhimurium, y esto lo llevan a cabo mediante 

la liberación de IFN-γ y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), además 

eliminan a las células infectadas por un proceso citolítico directo mediante 

interacción FAS y ligando de FAS (FasL) o a nivel de caspasas dejando 

susceptible a la S. typhimurium para su posterior destrucción. 

 

La respuesta de anticuerpos frente a S. typhimurium requiere la activación de 

los linfocitos B. Los linfocitos B pueden procesar y presentar el antígeno 

asociado con moléculas del MHC de clase II, lo que conlleva al reclutamiento 
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de linfocitos T CD4+ cooperadores específicos que a través de la expresión de 

CD40L y la secreción de citocinas estimulan la proliferación de células B y su 

diferenciación pasando a ser células plasmáticas secretoras de anticuerpos 

mientras que otros entran a centros  germinales. [14] 

 

Los centros germinales son estructuras especializadas donde los linfocitos B 

llevan a cabo la expansión clonal, el cambio de isotipo por recombinación, la 

diversificación de los genes de anticuerpos por hipermutación somática (SHM) 

y la maduración de la afinidad por un proceso de selección. [15] Se cree que la 

selección involucra una competencia entre las células B del GC para capturar 

al antígeno bajo la forma de complejos inmunes en la superficie de las células 

dendríticas foliculares (FDCs). [16] Estas células altamente afines forman parte 

de los progenitores de las células plasmáticas secretoras de anticuerpos de 

larga vida y linfocitos B de memoria de alta afinidad que mantienen la 

inmunidad humoral después de una infección. [17] Los linfocitos B de larga vida 

migran de los centros germinales hacia la médula donde puede llevar a cabo la 

producción de anticuerpos. [18] 

 

Actualmente existen estudios en los que se sugiere que algunos patógenos 

intracelulares, como S. typhimurium pueden tener fases extracelulares que les 

confieren susceptibilidad a la respuesta inmune de anticuerpos.  [19] 

 

Los anticuerpos han demostrado tener un papel importante en la protección y 

generación de inmunidad. Se han descrito diferentes propiedades que 

determinan su capacidad protectora, como son el isotipo, la afinidad por el 

antígeno, capacidad neutralizante, fijación de complemento y capacidad 

opsonofagocítica. [20] 

 

Anticuerpos pre-existentes con altos títulos están relacionados con protección. 

Por otra parte se sabe que muchos de estos poseen una gran afinidad mayor a 

108 M-1 . [21] La afinidad es la fuerza de unión de una molécula a otra en un 

sitio único, como en la unión de un fragmento de la Fab monovalente de un 

anticuerpo a un antígeno monovalente. [22] 
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La avidez de un anticuerpo es la habilidad combinada de anticuerpos 

policlonales con diferentes afinidades y especificidades para unir a un antígeno.  

Las interacciones polivalentes entre antígeno y anticuerpo son de importancia 

biológica porque muchas funciones efectoras de los anticuerpos se llevan a 

cabo óptimamente cuando dos o más moléculas de anticuerpo se juntan por la 

unión a un antígeno polivalente (p. ej. la activación de complemento).  

 

Cuando la generación de altos títulos de anticuerpos no es suficiente para 

inducir protección, una de las posibles causas es la baja avidez de estos frente 

a su antígeno específico. [22] 

 

MECANISMOS DE VIRULENCIA DE S. typhimurium 
 

S. typhimurium  tiene la capacidad de detectar cambios en el medio ambiente y 

responder, expresando genes que le permitan sobrevivir a los microambientes 

presentes en las células del sistema inmune innato que son dañinos para ella, 

por ejemplo, S. typhimurium sobrevive al ambiente fagosomal por dilución de 

los compuestos tóxicos lisosomales o atenuación de los factores 

antimicrobianos, que incluyen la acidificación del fagosoma. O a pH ácidos 

como el del estómago. [23] 

 

Muchos de los genes de virulencia y supervivencia de S. typhimurium están 

agrupados dentro de las islas de patogenicidad-1 (SPI-1) y 2 (SPI-2), que 

codifican componentes del sistema de secreción tipo III (TTSS). El TTSS tiene 

una estructura parecida a una aguja y se encuentra localizada  a través de la 

membrana interna y externa de la bacteria. A través de ésta estructura, S. 

typhimurium inyecta proteínas efectoras dentro de las células del hospedero, 

donde interfieren con una gran variedad de procesos celulares. [24] 

 

S. typhimurium depende de 2 TTSS, el primero codificado en la isla de 

patogenicidad 1 (SPI-1) requerido para la invasión celular y manipulación  

células fagocíticas, [24] y otro codificado en la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) 

relacionado con la capacidad de proliferación intracelular en el hospedero 
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induciendo apoptosis  para escapar de células fagocíticas y silenciar la 

respuesta inmune. [25] 

 

Como se mencionó anteriormente S. typhimurium puede responder a 

ambientes agresores establecidos en los tejidos del hospedero, esto lo hace a 

través de sistemas de detección que  regulan la expresión de genes que le 

permiten sobrevivir a dicho ambiente. Ejemplo de estos sistemas de detección 

son los sistemas reguladores de dos componentes PhoP/Q y PmrA/B. 

 

Los sistemas PhoP/Q y PmrA/B controlan la trascripción de un grupo de 

aproximadamente 53 genes implicados en la síntesis de proteínas muchas de 

las cuales están involucradas en la virulencia y supervivencia de S. 

typhimurium dentro de macrófagos. Esta respuesta de S. typhimurium está 

relacionada al estrés, metabolismo y condiciones limitantes de supervivencia. 

[26] El sistema regulador PhoP/Q juega un papel importante en la resistencia a 

respuesta inmune innata, sin embargo, se ha visto que en cepas resistentes a 

polimixina B y a péptidos catiónicos es requerido un segundo sistema de dos 

componentes PmrA/B el cual puede ser activado por PhoP/Q mediante la 

proteína PmrD en respuesta a bajas concentraciones de magnesio o 

independientemente de PhoP/Q debido a condiciones ácidas o altas 

concentraciones de hierro. [27] 

 

Para S. typhimurium, el sistema regulador PhoP/Q es uno de los mecanismos 

que actúa como sensor-cinasa y activador transcripcional, activando o 

reprimiendo algunos genes. [29] El sistema regulador de dos componentes 

PhoP/Q de S. typhimurium regula genes necesarios para sobrevivir 

intracelularmente y le confiere entre otras cosas resistencia a péptidos 

catiónicos antimicrobianos, al  modificar estructuralmente al lípido A de su LPS. 

 

PhoQ  es una proteína integral de membrana con actividad histidina-cinasa, la 

cual es capaz de sensar el medio ambiente y transferir fosfatos a un residuo 

conservado en la parte amino terminal de PhoP, una vez fosforilado  se une a 

un promotor específico induciendo o reprimiendo la expresión de más de 52 
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genes llamados phoP activados (pags) y phoP reprimidos (prgs) 

respectivamente. [30] 

 

El LPS es una molécula compleja anfipática que presenta una arquitectura 

común que comprende tres regiones: lípido A, core y antígeno O. el lípido A es 

una región hidrofóbica  unida a una región intermedia denominada core, 

seguida de una cadena específica de  unidades de repetición de azúcares 

llamado antígeno “O”. [32] 

 

El lípido A, es la región con importancia biológica relacionada con infecciones 

por bacterias Gram negativas, como el shock endotóxico, además de ser el 

patrón molecular conservado y considerado como un Patrón molecular 

asociado a Patógenos (PAMPs). 

 

 

Se ha observado que las variaciones en composición y estructura 

tridimensional del lípido A del LPS pueden activar diferencialmente vías de 

señalización a través de TLRs. La conformación cónica del LPS estimula 

células a través de TLR-4, mientras que la conformación cilíndrica del LPS 

desencadena producción de citocinas a través de TLR-2. [33] 

 

El heterodímero TLR4-MD-2 posee una compleja especificidad de 

reconocimiento al LPS. Puede ser activado por LPS estructuralmente 

diferentes, y aparentemente cambios mínimos pueden disminuir o suprimir su 

endotoxicidad.  

 

Los factores que influencian la estructura o conformación  tridimensional del 

lípido A del LPS son el número de cadenas de ácidos grasos así como el largo 

de éstos, la asimetría de los ácidos grasos y la distribución de cargas 

negativas. [33] 
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Los dos grupos fosfato del lípido A afectan de manera importante a la 

endotoxicidad del LPS. Se ha demostrado que al quitar o modificar las cargas 

negativas de los grupos fosfato reduce de manera importante la potencia del 

LPS. [34,35] También el número total de cadenas lipídicas es un importante  

factor. [35,36] En un estudio se observó que el lípido A que presenta seis 

cadenas lipídicas induce una actividad inflamatoria óptima, mientras que uno 

con cinco induce una actividad 100 veces menor y un lípido A de cuatro 

cadenas lipídicas no tiene actividad. [37] 

 

El análisis por espectroscopia de masas reveló que el sistema PhoP/Q  de S. 

typhimurium indujo la adición de ácido 2-hidroximirístico e indirectamente de 

aminoarabinosa al lípido A del LPS. El lípido A modificado estructuralmente 

alteró la expresión de la molécula de adhesión E-selectina  por células 

endoteliales y la expresión del factor de necrosis tumoral α (TNF-α) por 

monocitos humanos. [30] 

 

Estudios con cepas de S. typhimurium resistentes a polimixina mostraron que 

existen otras modificaciones al lípido A dependientes de un segundo sistema 

regulador llamado PmrA/B. La activación de PhoP/Q estimula la activación del 

sistema PmrA/B que a su vez regula la expresión del gen pmrE, el cual codifica 

para una UDP glucosa deshidrogenasa (UGD). La UGD en conjunto con 

enzimas codificadas en el operón pmrHFIJKLMN están involucradas en la 

producción de aminoarabinosa que al unirse al lípido A le confiere a la bacteria 

resistencia a algunos péptidos catiónicos y polimixina.  [39] 

 

Recientes estudios con S. typhimurium han descrito una proteína PmrD que 

puede ser el conector necesario entre los sistemas reguladores ya 

mencionados. Esta proteína es regulada por la activación del sistema PhoP/Q, 

una vez sintetizada, se une a PrmA fosforilada estabilizando esta unión y 

permitiendo la transcripción de los genes relacionados con PmrA. (figura 1) [28] 

 

 
 



18 
 

Figura 1.  Sistemas reguladores de dos componentes en S. typhimurium. 
Algunas señales que controlan la expresión de los sistemas PhoP/Q y 
PmrA/B y la interconexión de los dos sistemas. (Imagen modificada de 
Groisman E.A. Journal of bacteriology 2001). 
 

La activación de PhoP/Q por su parte, induce la expresión de PagL, la cual es 

una 3-O deacilasa y de PagP que es una palmitoil transferasa lo que da como 

resultado un lípido A modificado por la sustitución de un ácido 3-hidroximirístico 

por ácido palmítico. Este cambio induce una disminución de activación de NF-

κB  de 200 veces en células de ratón y humanas transfectadas con TLR-4, lo 

que sugiere que el reconocimiento por TLR-4 está siendo influenciado por los 

grados de acilación del LPS. [40]. 

 

En estudios previos se encontró que el lípido A de la cepa S. typhimurium  WT 

ATCC 14028s, denominada en este trabajo 210, cambia cuando se inducen 

mutaciones en los operones phoP-phoQ o pmrA-pmrB.  De esta se obtuvieron 

varias cepas, de las cuales dos son empleadas en este trabajo. [42] 

 

La primera de ellas es la 430 que es una cepa PhoPc  pmrA- que tiene la 

característica de presentar un lípido A heptacilado formado por un disacárido 

de D-glucosamina bifosforilado en 1 y 4´, unidos entre sí por un enlace β 1-6 

Baja de Mg2+ Alta de Fe3+ 
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glucosídico (GlcN II-GlcNI).  Las dos glucosaminas están sustituidas por ácido 

3-hidroximirístico en las posiciones 2, 3, 2´, 3´ y con sustituciones de grupos 

acilo secundarios en el hidroxilo del ácido 3-hidroximirístico en posición 3´ por 

ácido hidroximirístico y en 2´ por ácido láurico de la GlcpN II, además de una 

sustitución en el grupo acilo secundario con ácido palmítico en la posición 2. La 

segunda cepa es la 435, está adicionada en la posición 4´ por una 

aminoarabinosa unida por un enlace fosfoéster. 

 

Las estructuras moleculares de los LPS utilizados en el presente trabajo se 

muestran enseguida. (figura 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 210    430    435 

 
 
Figura 2. Estructura química predominante de los diferentes LPS 
expresados en las cepas de S. typhimurium utilizadas en el presente 
trabajo. 
 

 

En caso de la infección por S. typhimurium en ratones, se ha observado que la 

inmunidad no se genera de manera eficiente, es decir no hay protección frente 

a la re-infección. [44]  La inmunidad es la capacidad del sistema inmune de 

proteger al organismo contra la infección, esta protección está mediada, en 

parte, por la memoria inmunológica que es la capacidad del organismo de 
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responder de manera más rápida y eficiente durante la segunda exposición al 

antígeno. [43]  

 

S. typhimurium para evadir la inmunidad adaptativa induce a la muerte por 

apoptosis de linfocitos T CD4 antígeno-específicos activados por mecanismos 

de SPI-2 [45] además modifica estructuralmente el lípido A del LPS, el cual le 

confiere protección frente a péptidos antimicrobianos y a ambientes hostiles. 

Las modificaciones al lípido A del LPS de S. typhimurium disminuyen la 

respuesta mediada por TLR, de tal manera que la activación y por consiguiente 

la presentación de coestimuladoras y secreción de citocinas de las APC y 

linfocitos B se ven disminuidas. 

 

Por otra parte las islas de patogenicidad de la bacteria le permiten, por medio 

de sistemas de secreción, modificar la estructura de los órganos linfoides, 

desregulando la formación de los centros germinales, lo cual induce al mal 

funcionamientos de mecanismos como la presentación de antígeno y 

cooperación de linfocitos, la hipermutación somática, selección positiva-

negativa y la maduración de la afinidad. [46]  

 

 

Estudios recientes en el laboratorio, demuestran que los LPS con cambios 

estructurales de S.  typhimurium inducen una disminución en los títulos de 

anticuerpos contra la bacteria y su capacidad opsonofagocítica comparados 

con los inducidos por la cepa silvestre. (Pastelin et. Al, comunicación personal) 

Sin embargo, la protección mediada por anticuerpos no depende únicamente 

de éstas características, existen otras de gran importancia como la avidez a su 

antígeno específico. [38] Se ha observado en algunos casos que a pesar de 

tener títulos altos los anticuerpos no protegen, una de las posibles causas es la 

baja avidez de estos frente a su antígeno específico. [22] 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 
Durante el proceso infeccioso S. typhimurium enfrenta microambientes agresivos 

utilizando entre otros mecanismos la modificación estructural de su LPS. Los LPS 

modificados estructuralmente le permiten evadir la acción de múltiple mecanismos 

innatos de defensa. También Se ha demostrado que estas modificaciones inducen 

a una disminución en la respuesta de anticuerpos y en la capacidad 

opsonofagocítica de los mismos. Sin embargo, no se conoce si estas 

modificaciones al LPS pudieran también afectar a la avidez como una 

característica importante de anticuerpos protectores contra la bacteria y si estos 

efectos pueden afectar la generación de protección ante la infección con la cepa 

de tipo silvestre. 
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HIPÓTESIS 
 

Las cepas de S. typhimurium que expresan LPS con cambios estructurales 

inducen anticuerpos de menor avidez, además  disminuyen la generación de 

protección frente a la infección con la cepa de tipo silvestre. 
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OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar el efecto las cepas mutantes de S. typhimurium que expresan LPS con 

cambios estructurales sobre la avidez de anticuerpos y protección generada frente 

a la cepa de tipo silvestre. 

 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 
 
Estudiar el efecto de las cepas mutantes de S. typhimurium que expresan los LPS 

con cambios estructurales sobre la respuesta en la avidez de los anticuerpos 

inducidos frente a la cepa de tipo silvestre. 

 

Evaluar la generación de protección frente a la bacteria de tipo silvestre al 

inmunizar con las cepas de S. typhimurium que expresan LPS con cambios 

estructurales. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
CEPAS BACTERIANAS 
 

Se utilizó la cepa de S. typhimurium ATCC 14028 (210), así como las cepas 

derivadas de esta que fueron mutadas para expresen modificaciones 

estructurales en su LPS. La cepa 430 es PhoP constitutiva y PmrA deficiente 

(PhoPc  y PmrA-) lo cual induce la adición de ácido palmítico al lípido A. La cepa 

435, es PmrA constitutiva (PmrAc) presenta la adición de amino arabinosa en el 

lípido A.  

 

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS 
 

Las cepas de S. typhimurium 430 y la 435 presentan casettes de resistencia a 

antibióticos, contra tetraciclina  y cloranfenicol respectivamente. La cepa 210  

se cultivó en medio LB estéril, la cepa 430 en medio LB con Tetraciclina (15 

µg/mL) y  la  cepa 435  en medio LB con Cloranfenicol (15 µg/mL). Se 

incubaron los cultivos a 37°C con agitación de 200 rpm durante 4 horas. Se 

verificó que la absorbancia fuera igual a 1.0 .01 a 540 nm. Al obtener la 

absorbancia deseada, las cepas se inactivaron por calor en baño de agua a 

70°C durante 1 hora 30 minutos con agitación continua. Posteriormente se 

sembró por estría en placa una alícuota de esta suspensión para realizar la 

prueba de inactivación. Inactivadas las cepas, se centrifugaron a 4000 rpm 

durante 40 minutos a 4°C. Se decantó el medio y se realizaron 2 lavados con 

PBS 1x estéril. Los lavados consistieron en re suspender el botón en el 

volumen que tenía de medio, centrifugar a las mismas condiciones y decantar. 

Se re suspendió a la bacteria inactivada en PBS 1x estéril, y se ajustó la 

cantidad de bacteria para obtener 1 x 109 UFC/mL (A=1 a λ=540nm) 

 

 

INMUNIZACION DE RATONES CON LAS DIFERENTES CEPAS DE S. 

typhimurium 
 

Se emplearon ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de edad (Bioterio de 
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la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM). Los 

ratones se alojaron en grupos de 6 individuos dentro de microaisladores. Los 

ratones se inmunizaron con 5 x105 bacterias muertas por calentamiento a 70º C 

una hora treinta minutos de las cepas 210, 430 y 435. Como control negativo 

se inyectaron ratones con SSI. Los ratones fueron reinmunizados con la misma 

dosis de antígeno 15 días posteriores a la inmunización. La obtención de la 

muestra de sangre se hizo con punción en la vena maxilo facial el día 30 

posterior a la inmunización,  la sangre se colectó en tubos Microtainer BD, se 

centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos y se congelaron a –20º C hasta la 

realización del ensayo inmunoenzimático.  

 

PREPARACIÓN  DE ANTIGENOS PARA EL ENSAYO INMUNOENZIMATICO 
EN FASE SÓLIDA (ELISA) 
   

Se colocó un inóculo de la bacteria a un matraz Erlenmeyer conteniendo caldo 

LB y se incubó a 37°C y 200 rpm  en un incubador con agitación el tiempo 

necesario para obtener una D.O de 1 a una longitud de onda de 540 nm, que 

equivale a 1 X 109 bacterias. Una vez obtenido el número de bacterias se 

centrifuga a 3000 rpm 40 minutos y se realizan 4 lavados con PBS 1x. Se 

inactivó a la bacteria por calor, en baño de agua a 70°C durante 1 hora y treinta 

minutos se siembra en cajas Petri conteniendo Agar tripticasa soya para 

corroborar que no exista crecimiento. Se centrifugó la muestra inactivada y 

decantó el sobrenadante, se re suspende el botón en amortiguador de 

carbonatos  a pH 9,5 para la posterior sensibilización de placas. 
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DETERMINACIÓN DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS TOTALES POR 
ELISA. 
 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos  para inmunoensayo  (Corning) con 1 X 

107 bacterias  por pozo   y se incubaron a 37°C durante una hora y después a 

4°C durante toda la noche. 

 

Se lavaron las placas  cuatro veces con solución PBS-Tween 20 y se 

bloquearon con 200 μL de leche  descremada disuelta en PBS al 5%, 

incubando las placas a 37ºC por 60 minutos. Se lavaron las placas  cuatro 

veces con solución PBS-Tween 20 y se refrigeraron hasta su utilización. 

 

Los sueros fueron diluidos 1:40 (5 μL en 195 μL)  en leche-PBS al 5% a partir 

de esta dilución se realizaron diluciones seriadas en factor de dos transfiriendo 

100 μL  de la dilución a otro pozo que contenga 100 μL de leche PBS hasta 

completar los 12 pozos de la fila de la placa de micro dilución con fondo plano, 

se transfirieron las diluciones a la placa para inmunoensayo sensibilizada con 

el antígeno correspondiente y se incubaron a 37oC por una hora. Se lavaron 2 

veces con PBS-Tween 20 y se adicionaron 100  μL por pozo de PBS-Tween 20 

durante 10 minutos, terminando ese tiempo se decantaron las placas y se 

lavaron 2 veces con PBS – Tween 20. Se colocó por pozo 100  μL  del 

anticuerpo anti IgG respectivo marcado con peroxidasa, diluido 1:1000 en 

leche-PBS, se incubó por 60 minutos a 37º C, se lavaron 4 veces con PBS-

Tween 20 y se reveló con la solución reveladora incubando en la oscuridad por 

10 minutos, se detuvo la reacción  adicionando 10 μL de ácido sulfúrico  2.5 N. 

Las placas fueron leídas en un lector de microplacas  (Dynex Technologies)  a 

490 nm.   Se determinaron los títulos de anticuerpos específicos y se graficó en 

forma logarítmica contra el día a que corresponda el suero. 
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DETERMINACIÓN DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS DE ALTA  AVIDEZ 
 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos  para inmunoensayo  (Corning) con 1 X 

107 bacterias  por pozo   y se incubaron a 37°C durante una hora y después a 

4°C durante toda la noche. 

 

Se lavaron las placas  cuatro veces con solución PBS-Tween 20 y se 

bloquearon con 200 μL de leche  descremada disuelta en PBS al 5%, 

incubando las placas a 37ºC por 1 hora. Se lavaron las placas  cuatro veces 

con solución PBS-Tween 20 y se refrigeraron hasta su empleo. 

 

Los sueros fueron diluidos 1:40 (5 μL en 195 μL)  en leche-PBS al 5% a partir 

de esta dilución se realizaron diluciones seriadas en factor de dos transfiriendo 

100 μL  de la dilución a otro pozo que contenga 100 μL de leche PBS hasta 

completar los 12 pozos de la fila de la placa de micro dilución con fondo plano, 

se transfirieron las diluciones a la placa para inmunoensayo sensibilizada con 

el antígeno correspondiente y se incubaron a 37oC por una hora. Se lavaron 2 

veces con PBS-Tween 20 y se adicionaron 100  μL por pozo de solución de 

Urea 7M durante 10 minutos, terminando ese tiempo se decantaron las placas 

y se lavaron 2 veces con PBS – Tween 20. Se colocó por pozo 100  μL  del 

anticuerpo anti IgG respectivo marcado con peroxidasa, diluido 1:1000 en 

leche-PBS, se incubó por 60 minutos a 37º C, se lavaron 4 veces con PBS-

Tween 20 y se reveló con la solución reveladora incubando en la oscuridad por 

10 minutos, se detuvo la reacción  adicionando 10 μL de ácido sulfúrico  2.5 N. 

Las placas fueron leídas en un lector de microplacas  (Dynex Technologies)  a 

490 nm. Se determinaron los títulos de anticuerpos específicos y se graficó en 

forma logarítmica contra el día a que corresponda el suero. 
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DETERMINACIÓN DE LA GENERACIÓN DE PROTECCIÓN 

 
La cepa 210 de S. typhimurium fue crecida en 5 mL de medio LB durante 12 

horas a 37ºC con agitación constante de 120 rpm. Se transfirió una alicuota de 

200 μL a 5 mL de medio LB para incubar por 4 horas aproximadamente bajo 

las mismas condiciones de temperatura y agitación. El contenido de bacteria se 

calcula por espectrofotometría (λ=540 nm). Cuando el valor de absorbancia es 

1, representa una cantidad de 1x 109 UFCs, al llegar a ese momento hay que 

colocar el tubo en un baño de hielo. A los grupos de ratones inmunizados se 

les infectó i.p. con 1x105 UFC por mL de S. typhimurium 210. Se determinó la 

protección observando todas las características durante los 5 días posteriores a 

la infección. 
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RESULTADOS 
 
LA AVIDEZ DE LOS ANTICUERPOS INDUCIDOS FRENTE A Salmonella 

typhimurium SE VE DISMINUIDA POR LOS LPS CON CAMBIOS 
ESTRUCTURALES 
 

La primera pregunta planteada fue  si las modificaciones estructurales de los 

LPS de S. typhimurium influyen sobre la avidez de los anticuerpos inducidos 

contra la bacteria. Grupos de 6 ratones se inmunizaron al día 0 y al día 15 vía 

i.p. con las cepas 210, 430 y 435 inactivadas por calor. El título de anticuerpos 

específicos fue medido en el suero de los ratones a los 30 días posteriores a la 

inmunización por el método de ELISA. 

 

Con respecto al título de anticuerpos de clase IgG, se observa que el mayor 

título se obtiene al inmunizar con la cepa 210 y que la inmunización con las 

cepas 430 y 435 inducen un título menor (2 veces menor y 4 veces menor) de 

anticuerpos que los inducidos por la 210, además en esta misma figura 

podemos observar los títulos posteriores al lavado con Urea 7M en color negro, 

los cuales  nos indican anticuerpos de alta avidez. Respecto a la tendencia de 

los anticuerpos de alta avidez, en este trabajo se decidió el titulo de anticuerpos 

totales como un 100%,  existe un mayor porcentaje de estos en los sueros de 

ratones inmunizados con la cepa 210, observando una diferencia significativa 

comparando con los anticuerpos de alta avidez obtenidos por la cepa 435. 

(figura 1A). 

 

El análisis de los anticuerpos IgG2a mostró un comportamiento parecido al de 

IgG total ya que la cepa 210 indujo los títulos más elevados seguida por la cepa 

435, mientras que la cepa 430 indujo el menor título de anticuerpos. Sin 

embargo los títulos de 430 y 435 casi no difieren. La presencia de estos 

anticuerpos fue observada únicamente durante la respuesta secundaria. De 

igual manera observamos que los títulos de anticuerpos de alta avidez son 

mayores en los sueros de los ratones inmunizados con la cepa 210, seguido de 

los sueros de los inmunizados con 430 y sin títulos para aquellos inmunizados 

con la cepa 435. (figura 1B). 
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Como control negativo de la ELISA se empleó un suero de animales 

inmunizados con OVA y como controles  positivos, de alta avidez se empleó 

suero de ratón que sobrevivió a la infección con S. typhimurium bajo 

tratamiento con antibióticos y, el de baja avidez se empleo un suero obtenido al 

día 4 posterior a la inmunización con S. typhimurium. 
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Estos resultados muestran que las cepas que expresan el LPS con cambios 

estructurales inducen un menor título de anticuerpos y, del título total de 

anticuerpos la proporción que corresponde a anticuerpos de alta avidez es 

menor,  y con mayor diferencia con la cepa 435. Sin embargo, se sabe que 

tener títulos altos, así como alta avidez de anticuerpos, no son determinantes 

para inducir una capacidad protectora, por lo cual nos planteamos la siguiente 

pregunta. ¿Se verá modificada la generación de protección por el efecto de las 

cepas que expresan un LPS con cambios estructurales? 

 

LA GENERACIÓN DE PROTECCIÓN FRENTE A S. typhimurium SE VE 
DISMINUIDA POR LOS LPS CON CAMBIOS ESTRUCTURALES 
 

La segunda pregunta planteada fue  si las cepas de S. typhimurium  que 

expresaban  LPS con cambios estructurales afectaban la generación de 

protección frente a la bacteria de tipo silvestre al inmunizar previamente con las 

cepas modificadas inactivadas. Grupos de 6 ratones hembras BALB/c de 6 a 8 

semanas de edad fueron inmunizados (día 0) vía i.p. con las cepas 210, 430 y 

435 inactivadas por calor a 70°C y solución salina isotónica (SSI). Al día 15 

posterior a la inmunización se reinmunizó con la misma cantidad de bacteria. Al 

día 30 posterior a la inmunización se realizó el reto infectando con 10 dosis 

letales de S. typhimurium de tipo silvestre. La protección se determinó midiendo 

la supervivencia de los ratones en un periodo de 7 días posteriores a la 

infección. 
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DISCUSIÓN 
 

En los resultados obtenidos para la determinación del efecto de las cepas que 

expresan LPS con cambios estructurales sobre la avidez, observamos que para 

el Isotipo IgG, el porcentaje de anticuerpos de alta avidez inducidos frente a S. 

typhimurium tipo silvestre se ve disminuido al haber inmunizado con las cepas 

que expresan el LPS modificado, sobre todo con la cepa 435. De la misma 

manera ocurrió con la subclase IgG2a, el porcentaje de los anticuerpos de alta 

avidez frente a S. typhimurium tipo silvestre se ve disminuido al inmunizar con 

las cepas 430 y 435.  

 

Estos resultados pueden deberse a una gran cantidad de variables, sin 

embargo el conocimiento teórico nos lleva a plantear mecanismos que pudieran 

estar ocurriendo, de tal manera que podemos sugerir lo siguiente.   

 

La respuesta de anticuerpos a antígenos T-dependientes puede verse 

disminuida desde el reconocimiento por TLR-4 del LPS, que al ser 

estructuralmente  diferente al de S. typhimurium de tipo silvestre, podría 

mandar una señal deficiente para la maduración de las APC, induciendo una 

menor expresión de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40), las 

cuales, se sabe, participan en la activación de linfocitos T cooperadores. Los 

linfocitos T cooperadores al no tener suficiente co-estimulación, por parte de las 

APC y estímulos por el ambiente de citocinas, estarían disminuyendo la 

secreción de sus citocinas , las cuales, junto con la interacción de CD40-

CD40L, activarían a los linfocitos B.  

 

La respuesta de los linfocitos T, al ser insuficiente o inapropiado para la 

formación de los centros germinales, podría generar linfocitos B de memoria 

que no sufren hipermutación somática ni maduración de la afinidad. De esta 

manera puede explicarse la disminución de los títulos de anticuerpos frente a 

S. typhimurium así como la disminución de la avidez y la disminución del 

cambio de  anticuerpos a clase IgG. 
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Por otra parte, los linfocitos B, que pueden reconocer antígenos directamente 

en su forma nativa y activarse por medio de la señalización por TLRs, no 

tendrían una señalización suficiente para su óptima activación. Esto 

posiblemente estaría induciendo que no ocurra la migración celular a los 

órganos linfoides secundarios, donde la presentación de antígeno y 

cooperación con linfocitos T cooperadores es de suma importancia para la 

formación de los Centros Germinales.  

 

Otra posibilidad que no debemos descartar es que éstos LPS con cambios 

estructurales podrían estar induciendo una señal de muerte celular, la cuál si 

ocurriera en linfocitos B y esto influye directamente en la disminución de títulos 

de anticuerpos. 

 

Ésta hipótesis se refuerza con artículos donde se ha demostrado que, 

Pseudomonas aeruginosa, aprovecha las modificaciones al lípido A inducidas 

por los sistemas PhoP/Q para disminuir su identificación y señalización por 

TLR, dando como resultado una disminución en la respuesta inflamatoria, en el 

reclutamiento de leucocitos y disminución en el patrón de citocinas. [47]  

 

S. typhimurium, también puede modificar al lípido A del LPS, disminuye la 

producción de citocinas inflamatorias así como óxido nítrico, explosión 

oxidativa, migración celular al sitio de infección y expresión de moléculas co-

estimuladoras en las APC. (Pastelín et. Al, comunicación personal) Esta 

respuesta innata puede afectar la activación de linfocitos T y por consiguiente a 

los linfocitos B encargados de la producción de anticuerpos frente a la bacteria. 

[48] 

 

En cuanto a la respuesta de anticuerpos, En el laboratorio se observó que no 

hay una diferencia significativa en los títulos de anticuerpos de clase IgM 

inducidos por las tres cepas evaluadas, sin embargo, en la respuesta de 

anticuerpos IgG total, se encontró que los títulos de las subclases de IgG están 

disminuidos significativamente en las cepas 430 y 435 con respecto a la cepa 

210 después del refuerzo, sugiriendo la participación del linfocito T en el 

proceso, ya que éstos pueden generar un microambiente de citocinas que 
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contribuye a que el linfocito B lleve a cabo el cambio de isotipo. (Pastelín et. Al, 

comunicación personal) 

 

En modelos animales se ha observado que el efecto protector se ve 

influenciado por la subclase IgG que sea transferida, como en la infección con 

virus de la fiebre amarilla, los anticuerpos IgG2a son más protectores que los 

de subclase IgG1. [49] 

 

Los títulos de anticuerpos representan de manera indirecta la cantidad de 

anticuerpos generados, sin embargo, no indican que estos induzcan lisis 

bacteriana, procesos de fagocitosis u otros procesos involucrados en la 

generación de protección, como la avidez.  

 

Se ha reportado en nuestro laboratorio que la capacidad opsonofagocítica, así 

como la de los anticuerpos se ven disminuidas por efecto que los LPS con 

cambios estructurales en su lípido A. 

 

Tomando en cuenta los datos relacionados de los LPS modificados de S. 

typhimurium y lo que éstas producen sobre la respuesta inmune innata, 

adaptativa y de anticuerpos, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el 

efecto de las cepas de S. typhimurium que expresan LPS con cambios 

estructurales sobre la avidez de anticuerpos inducidos, como una  

característica relacionada a la protección, así como sobre la generación de 

protección frente a ésta. 

 

Los resultados del reto para determinación de la generación de protección, 

indican con claridad que los LPS con cambios estructurales generan una menor 

protección frente a la infección con S. typhimurium tipo silvestre.  

 

Se sabe que la memoria inmunológica confiere inmunidad al hospedero, y que 

los anticuerpos juegan un papel importante en ésta. Al ver que los ratones 

inmunizados con la cepa 210 mueren en un periodo más largo que aquellos 

administrados con PBS, nos indica que existe una generación de anticuerpos, 
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linfocitos B de memoria y B de larga vida. Lo contrario se puede observar al 

inmunizar con las cepas que expresan LPS modificado. 

 

 Otra característica importante que lleva a pensar en una disminución de 

protección, es la disminución de la respuesta inmune innata, ya que las células 

necesarias para la activación y proliferación de linfocitos B no inducen 

suficiente estímulo. 

 

Se ha descrito que la deficiencia en la maduración de la afinidad de anticuerpos 

puede ser debido a una estimulación pobre de TLR. Por otra parte se sabe que 

los anticuerpos de baja avidez no protegen ya que no poseen capacidad 

neutralizante. [50]  

 

Se ha publicado que la inmunidad adaptativa generada contra S. typhimurium 

es TLR4,2 y MyD88 independiente. Ratones deficientes de estas moléculas, al 

ser retadas con la cepa de tipo silvestre se observa supervivencia similar a la 

de los ratones de tipo silvestre. [13] Estos datos sugieren que el reconocimiento 

por TLR4 del LPS podría ser importante para modular de manera negativa a la 

generación de protección. 

 

Por último, debemos destacar que S. typhimurium posee un sistema de evasión 

muy complejo y eficiente, ya que de lo específico a lo particular, una pequeña 

modificación en el lípido A del LPS de la membrana externa de la bacteria, 

induce protección contra péptidos antimicrobiano, microambientes agresivos 

para la supervivencia y reconocimiento por parte de la inmunidad innata, desde 

el reconocimiento por las APC hasta los ambientes de citocinas; y sin ser 

suficiente, modifica la respuesta adaptativa modulando la activación de 

linfocitos T y B y la producción de anticuerpos, disminuyendo su capacidad 

opsonofagocítica y su afinidad. Todas las características en conjunto inducen 

que no se genere memoria inmunológica, dejando al hospedero susceptible a 

la reinfección, sin matarlo, y favoreciendo la supervivencia de la bacteria. 
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CONCLUSIÓN 
 

Las cepas mutantes de S. typhimurium que expresan LPS con cambios 

estructurales inducidos por los sistemas PhoP/Q y PmrA/B disminuyen la avidez 

de anticuerpos y protección generada frente a la cepa de tipo silvestre. 

 

Las modificaciones al LPS juegan un papel importante en la supervivencia de la 

bacteria como un mecanismo de evasión al sistema inmune del hospedero, 

disminuyendo la respuesta inmune innata y consecuentemente a la adaptativa, 

afectando de manera negativa en la generación de anticuerpos, su avidez y la 

protección que puede ser conferida por ellos. 
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ANEXO 
 

Reactivos utilizados para las determinaciones por ELISA. 

Solución reguladora de fosfatos (PBS) pH 7.4 
Pesar exactamente: 

Cloruro de sodio    8.7g 

Fosfato monobásico de sodio  0.7g 

Fosfato dibásico de sodio   2.7g 

Disolver en 500mL de agua MilliQ,  

ajustar pH y llevar a volumen de1000mL con agua MilliQ. 

 
 Solución amortoguadora de Carbonatos (SAC) pH 9.5 
Pesar exactamente: 

Bicarbonato de sodio    7.0  g 

Carbonato de sodio    2.8 g 

Disolver en 500 ml de agua MilliQ,  

ajustar el pH y llevar a volumen de 1000 mL con agua MilliQ. 

 
Solución amortiguadora de citratos (SAC) pH 5.6 
Pesar exactamente: 

Ácido cítrico              4.1g 

Citrato de sodio    29.0g 

Disolver en 500 mL de agua MilliQ,  

ajustar pH y aforar con agua MilliQ a 1000mL 

 

Solución de lavado (agua Tween 0.1%) 
A cada litro de agua destilada agregar 1 mL de Tween 20 y disolver. 

 
Solución de Bloqueo (PBS + leche 5%) 
Pesar 5 g de leche descremada, agregar PBS suficiente para hacer un volumen de 

100 mL.  
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Nota: Esta solución debe ser utilizada el mismo día en que es preparada. 

 

Solución de revelado. 
Por cada 12 mL de SBC: 

agregar 0.006g de OPD  (SIGMA).  

10 μL de H2O2 al 30% (SIGMA). 

Nota: Esta solución debe utilizarse inmediatamente después de haberse 

preparado y debe mantenerse protegida de la luz. 

 
Solución de H2SO4 2.5 N 

Medir 6.66 mL de ácido sulfúrico (98% pureza, δ 1.84) y transferir a un matraz 

volumétrico de 100mL con 50 mL de agua destilada, dejar enfriar y llevar al aforo 

con agua destilada. 
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